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研究成果の概要（和文）：本研究では、標的とする単一細胞から微量なmRNAを効率的に回収し、
遺伝子発現解析を可能とする系の構築を目的とした。基板上に細胞をアレイ化し標的細胞を分
取するマイクロツールや、網羅的なmRNA抽出を可能とする多孔質担体充填マイクロツールを作
製し、全血中の単一免疫細胞からのレセプター遺伝子や抗体遺伝子の発現解析およびシークエ
ンス解析に利用し、本技術の単一細胞解析における有効性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：In the aim of gene expression analysis from single-cells, 
micro-tools enabling accurate separation of target single-cells and high efficient mRNA 
extraction methods were developed. Gene expression and sequence analyses from single 
immune cells were achieved by the methods using the micro-tools. The developed cell 
analysis techniques have further potential as a valuable and widely applicable for studies 
on gene screening and expression analyses of various kinds of cells. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞の分化・誘導やがん化におけるシグナ

ル伝達機構など、単一細胞解析技術は将来の
医療革命を支える基盤技術となり得ること
から、その大きな市場を目指して近年急速に
研究開発が展開されている。単一細胞の解析

においては、フローサイトメーターを用いた
手法が最も一般的に利用されてきたが、これ
は細胞の形態的特徴や抗体染色による蛍光
強度から細胞を分取するものであり、得られ
る情報の種類が限定されている。また、レー
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は、顕微鏡観察下で組織切片から細胞を切除
する技術であり、これにより得られた細胞か
らの遺伝子抽出が行われているが、フローサ
イトメーター同様に簡便性に欠ける。これに
対して、マイクロ流体デバイスを用いた単一
細胞解析法は、連続的な送液による細胞の分
離や溶液の添加が可能であり、簡便化やハイ
スループット化が行える。また、顕微鏡との
組み合わせにより、単一細胞における抗原や
タンパク質の動態的な局在性解析と遺伝子
発現解析を行うことが可能である。さらに、
バルブ付チャネルを備えた高度に流体を制
御した系によって、微量な細胞からの遺伝子
抽出を可能とする手法が開発されている。し
かしながら、多くは流路構造が複雑であるた
め、単一細胞の網羅的な解析に対応した系は
存在しなかった。単一細胞からのmRNAの抽出
やPCRに対応するキット類の市販製品も存在
するが、発現量が少ないターゲットについて
は十分に対応できていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、標的とする単一細胞から微量
なmRNAを効率的に回収し、遺伝子発現解析を
可能とする系の構築を目的とした。基板上に
細胞をアレイ化し標的細胞を分取するマイ
クロツール、および網羅的なmRNA抽出を可能
とする多孔質担体充填マイクロツールを作
製する。さらにこれらを用いて、全血中の単
一免疫細胞からのレセプター遺伝子や抗体
遺伝子の発現解析およびシークエンス解析
に応用し、本技術の単一細胞解析における有
効性を実証する。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞の培養、染色 
 細胞は、ヒト急性リンパ芽球性白血病患者
由来 T細胞（Jurkat 細胞）もしくはヒトバー
キットリンパ腫由来 B細胞（Raji 細胞）を用
いた。サイトメガロウイルス(CMV)特異的 TCR
遺伝子の解析には、健常者血液由来の細胞を
使用した。細胞の染色には、PE 標識-抗 CD8
抗体(Becton Dickinson 社)、Hoechst 33342 
(Molecular Probes 社) 、PE 標識-MHC クラス
Ⅰタンパク-CMV 抗原ペプチド pp65 複合体テ
トラマー(MBL 社)を用いた。 
 
 (2)モノリスシリカ充填マイクロ孔基板の
作製 
 規則的な微細孔を有する基板の孔内にモ
ノリスシリカ合成溶液を満たし、ミネラルオ
イル中に浸漬した状態で静置後、加熱処理す
ることで、モノリスシリカ充填マイクロ孔基
板を作製した。さらに、モノリスシリカ充填
孔内にアミノ基修飾した後、Oligo(dT)を固
定化した。 
 

(3)細胞アレイデバイスとマイクロマニピュ
レーターを用いた単一細胞の分取 
 基板上に規則的な微細孔を有する細胞ア
レイを組み込んだマイクロ流体デバイスを
作製し、多数の単一細胞の同時配列化に利用
した。顕微鏡観察下で、細胞表面マーカーを
指標として標的とする細胞の探索を行った。
目的とする単一細胞は、マイクロマニピュレ
ーターシステムを用いて分取し、続く遺伝子
発現解析に使用した。 
 
(4)RNA 抽出、cDNA 化、PCR、real-time PCR 
mRNAの抽出には、µMACS mRNA Isolation Kit 
(Miltenyi)および Picopure RNA Isolation 
Kit (MDS Analytical Technologies Inc)を
用いた。cDNA化には、PrimeScript 1st strand 
cDNA Synthesis Kit を用いた。PCR には Taq 
polymerase を使用した。Real-time PCR は、
SYBER Premix Ex Taq II (TaKaRa BIO 社) を
用いて反応液を調製し、Thermal Cycler Dice 
Real Time System (TaKaRa BIO 社) を用いて
解析を行った。 
 
 (5)TCR 遺伝子のクローニングとシークエン
ス解析 
 cDNA 化した TCR-β遺伝子の増幅は nested 
PCR により行った。プライマーのデザインお
よび反応条件は、Zhou らの報告に従って行っ
た(Zhou D. et al. 2006)。得られた増幅産
物は、ABI Prism 3700 DNA Analyzer (Applied 
Biosystems 社) を用いてシークエンス解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 単一細胞からの mRNA 抽出の検討 
はじめに単一細胞からのmRNA抽出法の比
較検討を行った。市販製品のµMACS mRNA 
Isolation Kit、Picopure RNA Isolation Kit
を用いてRNAを抽出し、cDNA化した産物に含
まれるGAPDHを指標としたreal-time PCRによ
り定量解析した。得られたcDNAをテンプレー
トとしてreal-time PCRを行い、単一細胞中
に含まれるGAPDHのコピー数を定量し、比較
したところ、picopure RNA Isolation Kitの
方が効率よく単一細胞から RNAを抽出でき
ることが示された。さらに、キット等を用い
た抽出操作を経ずに、細胞溶解物をダイレク
トにcDNA化に使用する手法も同様に検討を
行った。その結果、単一細胞当りのGAPDHの
コピー数は約1800と算出され、本法によって
最も効率よく mRNAをcDNA化できることが示
された。このことは、RNAの抽出操作を行わ
ず に 、 細 胞 内 の mRNA を 直 接 reverse 
transcription反応に使用したことで、抽出
操作におけるRNAのロスが少なくなったため
と考えられた。よって、以降の検討では、よ
り煩雑な操作を含まない系を用いたRNA抽出



 

 

法を選択することにした。 
 
(2)モノリスシリカ充填マイクロ孔基板を用
いた単一細胞からの遺伝子抽出、増幅法の開
発 
遺伝子発現解析への利用を目的とし、アレ

イ状の貫通孔にpoly(dT)固定化モノリスシ
リカを形成した基板を作製した。細胞懸濁液
を基板上に滴下することにより、一細胞を各
貫通孔内に捕捉することが可能であった。さ
らに、基板上に捉えた細胞を溶解させ、細胞
内容物をpoly(dT)固定化モノリスシリカと
反応させることで、mRNAをモノリスシリカに
吸着させて回収することが可能であること
が示された。また、モノリスシリカの充填さ
れた孔内において逆転写反応、PCRによるタ
ーゲット遺伝子の増幅を行う OneStep 
reverse transcription-PCRを用いる遺伝子
解析法についても検討を行った。反応条件を
検討することで、基板上に捉えた細胞に対し
てOneStep reverse transcription-PCRを行
うことにより、特異的遺伝子を増幅すること
が可能であった。 
 
(3)細胞アレイデバイスとマイクロマニピュ
レーターを用いた単一細胞からの遺伝子発
現解析 
多数の単一細胞を規則的に配列可能な細

胞アレイを備えたマイクロ流体デバイスを
作製し、細胞表面マーカーを指標として標的
細胞を検出した。標的細胞は、顕微鏡に設置
したマイクロマニピュレーターシステムを
用いて分取し、遺伝子発現解析を行った。は
じめに、血清供給または血清飢餓条件にて培
養を行った細胞間におけるβ-actin mRNA発
現量の変動を単一細胞レベルで定量評価す
ることとした。β-actinをコードする遺伝子
は血清応答遺伝子として知られており、血清
供給に伴い発現が誘導される(Femino et al. 
1998, Levsky et al. 2002)。血清供給条件
および血清飢餓条件で培養したJurkat細胞
におけるGAPDHおよびβ-actin mRNAの発現量
を単一細胞レベルで比較したところ、血清供
給条件にて培養したJurkat細胞のGAPDHおよ
びβ-actin遺伝子の平均発現量はそれぞれ
約1600 copies/cell、約2000 copies/cellと
算出された。また、血清飢餓条件において培
養したJurkat細胞においてはGAPDH遺伝子、
β-actin遺伝子の平均発現量はそれぞれ約
1700コピー、約700コピーと算出された。こ
こで算出された値はFeminoらの報告と近似
しており、このことから、本手法によって単
一細胞の発現量を定量的に評価できること
が示唆された。さらに、血清供給細胞と血清
飢餓細胞ではGAPDH遺伝子の発現量に大きな
違いは見られなかったが、一方で、β-actin
遺伝子においては発現量に差異が見られた。

このことは、血清飢餓により細胞増殖が抑制
され、細胞周期がG0期に同調される (Zhou et 
al. 2005) ということによるものと考えられ
た。 
一方で、この解析の実施の中で、細胞のサ
イズに多様性が認められた(Fig. 1A)。そこ
で、予め顕微鏡イメージから細胞サイズを計
測した後、個々の細胞を分取し、mRNA発現量
の細胞サイズ依存性を評価した。その結果、
20 Pm以下のサイズのJurkat細胞は、GAPDH, 
E-actin mRNAの発現量が低い細胞(2000 
copies/cell以下)の割合が大きいのに対し、
20 Pm以上のサイズの細胞では両遺伝子の発
現量が高い細胞(2000 copies/cell以上)の割
合が大きい傾向が見られた(Fig. 2B, C)。こ
のことから、GAPDH, E-actin mRNAの発現量
は細胞サイズに依存する可能性も考えられ
た。 
以上の検討結果より、本手法を用いて単一
細胞レベルでの遺伝子発現解析を実施する
ことが可能であることが示された。 
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Fig. 1  Jurkat T細胞のサイズ分布 (A)。 Jurkat
T細胞のサイズとE-actin (B)およびGAPDH (C) 
mRNAの発現レベルとの相関。



 

 

(4)単一細胞からのヒトTCR遺伝子レパトア
解析 
①単一細胞由来のTCR遺伝子の抽出と増幅 
 T細胞の機能や免疫応答の更なる解明にむ
けて、単一細胞レベルでのTCRのレパトア解
析の重要性が挙げられ、近年では、TCR Vβ
のサブファミリーに対応した抗体が開発さ
れ、抗体を用いた解析が行われてきている。
しかし、抗体を用いた解析では解析対象とな
る領域がVβのみと限定されることから、遺
伝子レベルでのより詳細なTCRのレパトア解
析が望まれる。そこで、ここではTCRのVβか
らCβ領域を網羅する配列情報の獲得を目的
として、PCRを利用したTCRのレパトア解析を
行うこととした。単一細胞より得たmRNAに対
してVβおよびCβ領域から設計されたプラ
イマーを用いてreverse transcription-PCR
することで、単一細胞レベルでのTCRのレパ
トア解析を行った。 
ヒトT細胞株であるJurkat細胞に対して、

TCR-β特異的プライマー mixtureを用いて
reverse transcription-PCRを行った結果、
検討を行ったすべてにおいて300 bp付近にバ
ンドが見られた。この時、5×106 cells相当
のJurkat細胞より調製したサンプルにおい
ても同じ位置にバンドが確認されたことか
ら、単一Jurkat細胞に由来するTCR遺伝子の
発現を検出することができたと考えられた。
さらに、その後のシークエンス解析の結果に
おいて、単一細胞から得られた配列と5×106 
cells相当の細胞から得られた配列が一致し
たことから、これらの細胞集団は同一レパト
アのレセプターを保持していることが示唆
された。以上の結果から、単一T細胞からRNA
を抽出し、TCRの同定までを行えることが示
唆された。 
 
②単一細胞からのサイトメガロウイルス
(CMV)特異的TCR遺伝子の解析 
単一細胞レベルでのCMV特異的CD8+T細胞の

TCRのレパトア解析を行うにあたり、細胞ア
レイ上でCMV特異的CD8+T細胞の検出が可能で
あるかを確認した。PE標識-pp65テトラマー
およびHoechst 33342を反応させたCD8+T細胞
を細胞アレイ上に捕捉し、蛍光顕微鏡により
観察したところPEおよびHoechstによって染
色された細胞を確認することができた。この
ことから細胞アレイ上でのCMV特異的CD8+T細
胞の検出が可能であることが確認された 
(Fig. 2A, B)。 
次に、細胞集団から、CMV 特異的 CD8+T 細
胞および非特異的 CD8+T 細胞をそれぞれマイ
クロマニピュレーターを用いて分取し、
reverse transcription-PCR により TCR-β遺
伝子の発現を確認したところ、それぞれのサ
ンプルにおいて 300 bp 付近にバンドが確認
された (Fig. 2C)。これらの増幅産物のシー

クエンス解析を行った結果、各細胞の TCR-β
のレパトアを同定することが可能であり、
CMV 特異的 T 細胞で同定されたレパトアは過
去の報告と一致した (Trautmann L. et al. 
2005)。以上より、本手法によって CMV 特異
的 CD8+T 細胞が検出され、さらにその TCR の
レパトア解析を単一細胞レベルで行えるこ
とが示された。本解析技術は、がん抗原特異
的細胞からのTCRレパトア解析等にも利用可
能であると考えられ、他の細胞解析技術への
応用が期待される。 
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